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Programa sesion de Zoosanitarios

» Actividades de referencia y nuevos objetivos
Patricia Mufioz. CNA

» PT ésteres de hormonas en pelo WFSR-EURL
Javier Arteaga. CNA

> Nueva estrategia de control de antibiéticos en carne

Rafael Pagdn (Instituto Agroalimentario de Aragdén &
Universidad de Zaragoza)
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Actividades de referencia y
nuevos ob jetivos

Patricia Munoz

Servicio de Zoosanitarios. CNA
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Grupo A : Sustancias con efecto anabolizante y sustancias no autorizadas

1. Estilbenos

3. Esteroides

4. Lactonas del acido resorcilico (RALS) Anexo I de la

5. B-agonistas Directiva 96/23/CE

: ) atn en vigor
6. Cloranfenicol, nitrofuranos y dapsona J
(Medida transitoria

Grupo B: Medicamentos veterinarios y contaminantes. hasta 14/12/2022
1.  Antibacterianos si no hay un acto
2f. Otras sustancias con actividad farmacoldgica: delegado antes)

- Corticosteroides, carbadox y olaquindox
3e. Colorantes

(1)  Decisidn de Ejecucion 2016/1365/UE de la Comisidn

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Referencias del CNA @)

Grupo A : Sustancias con efecto anabolizante y sustancias no autorizadas
1. Estilbenos
3. Esteroides

4. Lactonas del dcido resorcilico (RALs) Anexo I de la

5.  B-agonistas Directiva 96/23/CE
6. Cloranfenicol, nitrofuranos y dapsona atin en vigor

Grupo B: Medicamentos veterinarios y contaminantes. (Medida transitoria
1.  Antibacterianos hasta 14/12/2022

si no hay un acto

2f. Otras sustancias con actividad farmacoldgica: delegado antes)

- Corticosteroides, carbadox y olaquindox
3e. Colorantes 1

(1)  Decisidn de Ejecucion 2016/1365/UE de la Comisidn

Se prevé la publicacidon de un Reglamento delegado y un Reglamento de
ejecucion después del verano (derogacion total de la Directiva
96/23/CE): NUEVO PNIR
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Grupo A : Sustancias con efecto anabolizante y sus‘rancnf&\ée .dtorizadas
1. Estilbenos \‘z,,z"\
3. Esteroides @3&
’/ . /70 , e(\
4, Lac‘rona.s del acido resorcilico {P\&(o Anexo I de la
5. P-agonistas 00\0% Directiva 96/23/CE
6. Cloranfenicol, ni‘rr'ofur'/,@‘@? dapsona atin en vigor
Grupo B: Medicamentos v- &@&wios y contfaminantes. (Medida transitoria
1. Antibactericgge®® hasta 14/12/2022

si no hay un acto

- ! (\ . o e /7 . i
2f. Otras .z aO%.Cias con actividad farmacolégica: delegado antes)

X\ . .
6353 . Ticosteroides, carbadox y olaquindox
J°
3ngetrantes 1
ecision de Ejecucion 2016/1365/UE de la Comisidn

Se prevé la publicacién de un Reglamento delegado y un Reglamento de
ejecucion después del verano (derogacion total de la Directiva 96/23/CE):
CAMBIOS IMPORTANTES EN EL PNIR
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APLICACION

PNIR

Ley de Seguridad Alimentaria

Imprescindible para la organizacion 17/2011
del PNIR y envio de informacién a la P e ,
Comisién/EFSA: - Obligacién de incluir la capacidad

analitica de todos los laboratorios de

- Configuracion de laboratorios k ) i
seguridad alimentaria.

- Plan de produccién

- Plan de analisis - Designacidén para control oficial y
- Comunicacion resultados otras actividades oficiales
- Medidas

1 Duplicidad PNIR/RELSA

Excepcion RMV /PNIR

- Cambios importantes en el PNIR proximamente: se esperara para tomar
una decision en cuanto al “encaje” entre las 2 aplicaciones.
- De momento: * Aplicacidon PNIR imprescindible
* Configuracion en RELSA voluntaria para RMV (PNIR).

RMV: residuos medicamentos veterinarios Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022


Moderador
Notas de la presentación
Encaje que evite duplicar trabajo y esfuerzos 
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Organizacion de ensayos de aptitud 2021:

Antibidticos en musculo porcino 75-Z0-21

Anunciado en CL N° 633 (2 julio 2021)
Envio muestras: 21 de septiembre
Fecha limite entrega de resultados: 20 de octubre

54 pardmetros de diferentes familias evaluados (B1 + dapsona)
Métodos:

v' Fisico-quimicos y microbioldgicos / Criba y confirmacidn

v" Posibilidad de emplear mds de un método

v' Informe definitivo: 18 de febrero de 2022

NN N N X

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022


http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.info7.mx/noticia/487447/crecen_exportaciones_de_carne_de_cerdo_mexicana&ei=2UtrVdPMNIqsU6uxgZAE&bvm=bv.94455598,d.d24&psig=AFQjCNGRUNG3sjeEUR9ZUDFf4iSYJjMMJg&ust=1433181446053001
http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.info7.mx/noticia/487447/crecen_exportaciones_de_carne_de_cerdo_mexicana&ei=2UtrVdPMNIqsU6uxgZAE&bvm=bv.94455598,d.d24&psig=AFQjCNGRUNG3sjeEUR9ZUDFf4iSYJjMMJg&ust=1433181446053001

.
- agencia
+ ¥ GOBIERNO MINISTERIO espanola de
q DE ESPANA, DE CONSUMO seguridad
2 | - alimentaria y
N >  nutr ricion

Organizacion de ensayos de aptitud 2021:

Antibidticos en musculo porcino 75-Z0-21

v 4 muestras:
0 M 1: sulfadizina, sulfametoxipiridazina (suma 123 ng/kg)
y cloxacilina (368 pg/kg)
0 M 2:sinadicionar
o M 3: eritromicina (249 ng/kg)
0 M 4: doxiciclina (167 pg/kg)

v’ 21 laboratorios participantes

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Organizacion de ensayos de aptitud 2021:

Antibidticos en musculo porcino 75-Z0-21

Métodos utilizados

De los 21 participantes:
14 lab realizaron confirmacion LC-MS/MS (1 a 5 mét.)

14 lab realizaron cribado

* 5 lab. cribado fisico-quimico
- 4 LC-MS/MS
- 1LC-HRMS

* 9 lab cribado microbioldgicos (Test 4 y 5 placas,

Explorer o combinaciones).

7 lab participan con Test 4 placas =
 1lab participa con 2 cribados diferentes: =
- Combinacidn Explorer + QuinoScan

- Test de 4 placas)

Criba fislco-quimica

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Organizacion de ensayos de aptitud 2021:

Antibidticos en musculo porcino 75-Z0-21

Alcance métodos fisico-quimicos (14 lab)

- 7 laboratorios analizan > 70 %

S - 7 laboratorios del 41 al 70 %
i f E_ THHEIE R
gggﬁggggﬁmh ) . s
=L e Solo 3 lab. analizan todas las familias

i+ =1s1 deantibidticos.
) e e e
Pt et _ )18
e e PR T=1 e Quinolonas, tetraciclinas y
E = 1= 1= 1to sulfonamidas son las familias que se
E 13 B 18 1 7 4 1 : :z

controlan mas efectivamente.

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Organizacion de ensayos de aptitud 2021:

Antibidticos en musculo porcino 75-Z0-21

Resultados relevantes

En general, resultados satisfactorios (aunque el alcance deberia ir
aumentdndose gradualmente)

Los 7 lab. que han usado el Test de 4 placas:
FALSO NEGATIVO en M1

El resto de métodos aplicados (5 placas -1-, Explorer -1- vy
combinacion Explorer QuinoScan -1-) han obtenido resultado
satisfactorio.

El laboratorio que participa con 2 técnicas de cribado diferentes:
« Test 4 placas: FALSO NEGATIVO en M1
« combinacidn Explorer QuinoScan: resultado satisfactorio
Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Organizacion de ensayos de aptitud 2021:

Antibidticos en musculo porcino 75-Z0-21

Resultados relevantes

e Test de 4 placas:

> RESULTADO COHERENTE CON LA INFORMACION QUE SE TIENE
SOBRE EL METODO (no incluyen CCB para la familia de sulfonamida,
pero si incluyen CCB para la familia de penicilinas (beta-lactdmicos -y
ho han detectado cloxacilina a concentracion > LMR).

> Lo importante es CONTROLAR EFICAZMENTE LOS RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS

L SE DEBERIA CAMBIAR DE ESTRATEGIA

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Evaluacidon anual de los PNC (PNIR) por los EURL
B1 (non-specific screening methods: inhibitor test )

To the EU-RL
knowledge the
performances of the
non-specific screening
method do not allow
to detect
aminoglycosides, beta
lactams, quinolones,
macrolides,
tetracyclines...at their
MRL level.

Inhibitor tests is being
gradually replaced by
physicochemical
methods (LC-MS/MS,
HR-MS, etc.)

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Evaluacidon anual de los PNC (PNIR) por los EURL
B1 (non-specific screening methods: inhibitor test )

To the EU-RL
knowledge the
performances of the
non-specific screening
method do not allow
to detect
aminoglycosides, beta
lactams, quinolones,
macrolides,
tetracyclines...at their
MRL level.

-

Inhibitor tests is being
gradually replaced by
physicochemical

methods (LC-MS/MS,

~

QR-I\/IS, etc.) )

Objetivo
planteado en
las Jornadas
CNA 2017

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Evaluacidon anual de los PNC (PNIR) por los EURL
B1 (non-specific screening methods: inhibitor test )

To the EU-RL
knowledge the
performances of the
non-specific screening
method do not allow
to detect
aminoglycosides, beta
lactams, quinolones,
macrolides,
tetracyclines...at their
MRL level.

Inhibitor tests are
being gradually
replaced by
physicochemical
methods (LC-MS/MS,
HR-MS, etc.)

2018 24
2019 23
2020 19
2021 14

Clara disminucioén del uso de test de
inhibicion en los ultimos 5 anos: la
tendencia debe seguir (compromiso)

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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" cribado antibioticos en

Usculo de cerdo (ANSES 2019)

17%

8%

8%

61%

= LC-MS/MS

m HR-MS

® HPLC-UV-DAD or FLD

Microbiological

® Immunoclogical

Distribucion de
métodos usados
(25 participantes)

Tendencia a la baja
en UE:

27 % en PT de 2015
24 % en PT de 2017
17 % en PT de 2019

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022



1 ® GOBIERNO  MINISTERIO
T DEESPANA  DE CONSUMO

* Comunicacion de laboratorio (convocatoria oficial e
inscripcion): se enviard proximamente.

* Fecha prevista envio muestras: 19 septiembre 2022

Deben participar todos los laboratorios que
realicen estas determinaciones en el PNIR

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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PARTICIPACION EN WORKSHOPS LR-EU

»BVL (Berlin) junio 2021 CL N° 660
»ANSES (Fougeres) diciembre 2021 CL N° 654
»RIKILT (Wageningen) noviembre 2021 CL N° 652
»BVL (Berlin) mayo 2022 en elaboracion

»ANSES (Fougeres) junio 2022

»RIKILT (Wageningen) otoio 2022

c $ Euntf:le sal;r:t fiJrh ;

ommunit B | L{:; raucincrls;: rl].IT.Z'-IIJI'!t j

R?_fe';-ence 1| ebensmittelsicnernel l anses
aboratory o
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WORKSHOP ANSES 2021 (CL N° 654)

> Presentacion de ANSES: andlisis de residuos de florfenicoles
en musculo por LC-MS/MS en musculo

- Sustancia farmacoldgicamente activa: FLORFENICOL

- Residuo marcador: suma de florfenicol y tfodos sus
metabolitos medidos como FLORFENICOLAMINA (FFA)
- Distintos LMR segun la matriz y especie:

Florfenicol Suma de flor- §) Bovinos, ovi- | 200 ngkg Musculo No debe utilizarse en Antiinfece
fenicol v de nos v caprinos | 3 000 ug'kg Higado amimales que producen | Antibidtic
sus metaboli- 300 pngkg Rufion leche para consumo
tos medidos en I'Porcinos 300 ugkg Miisculo humago.
florfenicola- 500 ugfkg Piel v grasa No debe utilizarse en
nuna 2000 pgke Higado animales que producen

500 ng:‘kg Rifién huevos para consumo

LMR PARA FLORFENICOL Sl T Er e

2 500 pgkg Higado

(Reglamento 37/2010): T e

proporcio-

natural
Todas las de- | 100 ugkg Musculo
mas especies 200 ugkg Grasa
destinadas a la | 2 000 pg/kg Higado
produccion de | 300 ngkg Rifion
alimentos

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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WORKSHOP ANSES 2021 (CL N° 654)

> Presentacion de ANSES: andlisis de residuos de florfenicoles
en musculo por LC-MS/MS en musculo

- Hidrdlisis previa de las muestras con 2 objetivos:
1. liberar los residuos unidos a proteinas

2. Convertir todas las formas de FF (FF y sus metabolitos) a
FFA y analizarlos como tal (problema de expresién de
resultados resuelto)

- Descripcion de la puesta a punto y del método analitico

- Disefio de validacidn segin Reglamento 2021/808

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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WORKSHOP ANSES 2021 (CL N° 654)

> Presentacion de la Universidad de Belfast: andlisis de residuos
de metabolitos de nitrofuranos por LC-MS/MS

- Incluye los 5 ya conocidos -con RPA fijado en el Reglamento 2019/1871-
y 3 nuevos metabolitos.

- Descripcidn de la puesta a punto:

* Horno microondas para la incubacion/derivatizacidn:
se acorta el tiempo de andlisis (normalmente overnight).

- Descripcidon del método analitico

- Disefio de validacién segin Reglamento 2021/808

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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WORKSHOP ANSES 2021 (CL N° 654)

> Presentacion de la Universidad de Belfast: andlisis de residuos
de metabolitos de nitrofuranos por LC-MS/MS

fralyncal and Bcanzlyncal Themesany

hiipsai/dal o 10,1007 400216031 037830 https:/idol.org/10.1007/s00216-021-03763-0

RESEARCH PAPER 'q'!I

Development and validation of a rapid LC-M5/MS method

for the confirmatory analysis of the bound residues of eight nitrofuran
drugs in meat using microwave reaction

Gemma Regan'*= - Mary Moloney® - Melissa DI Rocoo® - Padralg McLoughlin® - Wesley Smyth® - Steven Crooks® -
Christopher Elliott” - Martin Danaher

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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PARTICIPACION EN PT ORGANIZADOS POR EU-RLs

Communit
Reference VI

WESR (Wageningen) Laboratory

Esteres de hormonas en pelo bovino (marzo 2021)
Corticosteroides en orina de bovino y porcino (octubre 2021)

Esteroides A3 en orina (junio 2022)

$ Bundesamt fiir
i oy Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit

BVL (Berlin)
B- agonistas en orina (junio 2022)

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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PARTICIPACION EN PT ORGANIZADOS POR EU-RLs

ANSES (Fougeres): anses :_)

Cloranfenicol en mudsculo de pavo (junio 2021)
Colorantes en pescado (mayo 2022)
Antibidticos en leche (otofio 2022)

* Estudio colaborativo para el cribado de RMV con
LR and HR MS (participacion voluntaria).

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Reglamento Ejecucion 2021/808 de la Comision

L 130/34 [ B | Diario Oficial de la Union Europes 2152021

REGLAMENTO DE E]ECUCIle (UE) 2021/808 DE LA COMISION
de 22 de marzo de 2021

relative al funcionamiento de los métodos amaliticos para los residuos de sustancias

farmacolégicamente activas utilizadas en animales productores de alimentos v a la interpretacion de

resultados, asi como a los métodos que deben utilizarse para el muestreo, y por el que se derogan las
Decisiones 2002/657/CE v 98/179/CE

- Entrada en vigor el 10 de junio de 2021

- Hasta el 10 de junio de 2026, los requisitos establecidos en los
puntos 2 y 3 del anexo | de la DC 2002/657 seguiran aplicandose a
los métodos que hayan sido validados antes del 10 de junio de 2021.

- Punto 2: criterios de funcionamiento
- Punto 3: validacion

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022



agencia
* ;& GOBIERNO MIMISTERIO espanola de
o X q DE ESPANA DE CONSUMO seguridad
“| ¥ alimentaria y
- e W nutr ricion

Reglamento Ejecucion 2021/808 de la Comision

Jornada virtual 17 mayo 2022, organizada por los 2
LNR de RMV.

12 JORNADA SOBRE
VALIDACION DE METODOS

SEGUN REC 2021/808 164 participantes

39 laboratorios
17 CCAA

Laboratorio Central de Sanidad Animal de Santa Fe & Centro Nacional de Alimentacion
Laboratorios Nacionales de Referencia de Residuos Medicamentos Veterinarios
Jornada virtual, 17 de mayo de 2022

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022



1% Jornada Reglamento 2021/808:
Contenido

- Presentaciones del Laboratorio Agroalimentario de
Cabrils y del Laboratorio de Salud Pdblica de Valencia.
- Presentaciones de los 2 LNRs
- Muy participativa. Temas que mds preocupan:
- Estudio de efecto matriz relativo
- Niveles de concentracidon (grado de exigencia, etc.)
- LCL (NMC)
- Estabilidad en matriz
- Otros (repetibilidad, etc.)

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022



1% Jornada Reglamento 2021/808:
Tareas pendientes

Organizar el chat y responder preguntas. Seccion de
PREGUNTAS FRECUENTES (Eroom del CNA)
Elevar preguntas a EURL (workshop ANSES 22-25 junio.
Webinar BVL 6 julio )
Elaborar documentos:

- Adaptacidn de validacion 657 a 808.

- Validacidn segin 808: documento de apoyo similar a

CL CNA 112,

Organizar mds Jornadas especificas sobre REC 2021/808

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Notas de la presentación
The kind of samples we analyse are not always food. Unfortunatelly, we have to analyse also urine, animal feed, 
-control in live animals - 
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Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

ALCANCE ACTUAL VALIDADO SEGUN DECISION 2002/657

Adaptacion a REC 2021/808: comprobar si se cumplen
los nuevos criterios y estudiar sélo lo que sea necesario

Transicion

Nueva validacién segin REC 2021/808

ALCANCE validado segln REC 2021/808

10/ junio/2026

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

ALCANCE ACTUAL VALIDADO SEGUN DECISION 2002/657

Planificar en funcion de:

- Cambios de limites (ej. CAP, colorantes, met NF:

nuevo RPA 28/11/22)

Transicion
- Muestras a analizar

- Riesgo

ALCANCE validado segln REC 2021/808

- Logistica del laboratorio (personal, equipos, etc.)

10/ junio/2026

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

ALCANCE ACTUAL VALIDADO SEGUN 2002/657

Reto para todos y especialmente
para la gestion de alcance

Transicién flexibles

Alcance validado segin REC 2021/808 10/ junio/2026

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Encuesta sobre la aplicacion del REC
2021/808

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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:Ha validado el laboratorio algun metodo segun REC 2021/8087

32 respuestas

@ S
@ NO

7 LAB (1 6 2 métodos)

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022



agencia
% GOBIERNO MINISTERIO espanola de
" DE ESPANA DE CONSUMO seguridad
: I alimentaria y
" nutricion

i Ha realizado el laboratorio alguna adaptacion de validacion segun Decision a
validacion segun REC 2021/8087

32 respuestas

@ Sl
@ NO
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% GOBIERNO MINISTERIO espanola de
" DE ESPANA DE CONSUMO seguridad
: I alimentaria y
" nutricion

;Tiene el laboratorio en su alcance de acreditacion algun metodo ya validado segun
REC 2021/8087

32 respuestas

® s
@ NO
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;Ve factible cumplir con el plazo limite del 10 de junio de 2026 para tener todo el
alcance de acreditacion de su laboratorio segun REC 2021/8087

32 respuestas

@ Sl
@ NO
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2 % GOBERNO  MINISTERIO
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Servicio de Zoosanitarios:

- Macarena Ramos
- Angela Aranda

- Andrés Fernandez
- Pilar Sierra

- Eva Mateos

- Javier Arteaga

- Rocio Jimenez

- Ivan Vazquez

iGracias a todos!

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022


http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwiqzOP0x_zTAhWD0hoKHT-pDP8QjRwIBw&url=http://gm3s.com.mx/blog/trabajo-en-equipo-lo-basico-para-alcanzar-el-exito/&psig=AFQjCNEqIdDq6xUs8nD9DFMNQp3bcbuDiQ&ust=1495303989803972
http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwiqzOP0x_zTAhWD0hoKHT-pDP8QjRwIBw&url=http://gm3s.com.mx/blog/trabajo-en-equipo-lo-basico-para-alcanzar-el-exito/&psig=AFQjCNEqIdDq6xUs8nD9DFMNQp3bcbuDiQ&ust=1495303989803972

agencia
2 ®  GOBIERNO MINISTERIO espanola de
"\’ DE ESPANA DE CONSUMO sequridad
’ S alimentaria y
o = nutricion

Gracias por vuestra
atencion

pmunozm@aesan.gob.es
zoosanitarios-cna@aesan.qgob.es
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Fco. Javier Arteaga Garcia. Servicio Zoosanitarios. CNA.
farteaga@aesan.gob.es
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino

Organizado por el EURL WFSR

seguridad _’ Sustancias exégenas cuyo hallazgo

Interés en . .
demuestra tratamiento ilegal

alimentaria

La matriz (pelo):
(pelo) Alcance: 19 compuestos

- Impide el metabolismo, a diferencia de N
. i 1 Testosterone acetate o Boldenone undecylenate
matrlces como E| plasma O Ia orlna, IO : Testosterone propionate Testosterone decanoate
que permite detectar el éster o Estradiol benzoate o Testosterone undecanoate
1 Estradiol valerate 1 Estradiol dipropionate
0 Nortestosterone - Estradiol enanthate
_ LAt phenylpropionate
Es facil de muestrear e 2 Nortestosterone
o Testosterone phenylpropionate | o 1-Testosterone acetate
- Mantiene los residuos durante largos . Testosterone isocaproate - 1-Testosterone benzoate

periodos de tiempo tras el tratamiento 1 Testosterone enanthate 1-Testosterone THP ether

. o Testosterone cypionate
del animal
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Moderador
Notas de la presentación
Los esteroides endógenos presentan retos importantes a la hora de demostrar tratamiento ilegal. Existen 3 estrategias posibles:
Demostrar uso de una sustancia exógena (ésteres de hormonas, no producidos de forma natural en el animal)
Demostrar diferencias estadísticamente significativas en la composición isotópica de carbono en la molécula encontrada y una referencia endógena
Confirmar diferencias estadísticamente significativas entre un animal o un grupo de animales respecto a una población de referencia, ya sea mediante la superación de umbrales, diferencias en ratios entre compuestos, o en perfiles de metabolitos o biomarcadores

En orina, los ésteres de hormonas son rápidamente metabolizados, por lo que no pueden detectarse
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3 muestras de pelo de bovino pulverizadas (1 g) y dopadas:

- A: muestra blanco

- B: 15 pg/kg de benzoato de estradiol (EB)

- C: 3 pg/kg de fenilpropionato de nortestosterona (NTFP) y 3 pg/kg de
undecilato de boldenona (BOLUND)

El organizador comprobd homogeneidad y estabilidad de las mismas

16 participantes —} 15 enviaron resultados (11 LNR)
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino

La mayoria de los participantes aplicaron extraccion — purificacion con SPE
seguida de LC-MS/MS. Dos participantes optaron por LC-HRMS y otro, una
combinacién de GC-MS y LC-MS/MS
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino

Meétodo aplicado por el CNA:

200 mg de pelo
[ pulverizado } o&
L[ +2 mL 25 mM de ] Q’.do
TCEP* (agitar 1 h)

+4 mL MeOH (centrifugary
recoger sobrenadante)

L +4 mL agua MilliQy
agitar

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022

*TCEP: (tris-(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride)
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino

Meétodo aplicado por el CNA:

[ SPE en Bond-Elut C18 ]

k [ Lavado MeOH:agua 60:40 ]

L) [ Elucidn con 3 mL ACN seguidos de 3 mL acetato de etilo ]

L} [ Evaporacién en corriente de N, a 40 2C ]

L> [ Resuspension en 200 pL ACN:agua 60:40 ]
L> [ UPLC-MS/MS J
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino

COMPUESTO " gLfk 2

Undecilenato de Boldenona (Bolund) 1
Cipionato de Testosterona (Tcyp)
Propionato de Testosterona (Tprop)
Benzoato de Testosterona (Thenz)
Enantato de testosterona (Tent)

Decanoato de Testosterona (Tdec)

Alcance CNA:
14 compuestos

Isocaproato de Testosterona (Tica)
Acetato de Testosterona (Tact)

Benzoato de Estradiol (E2benz)

N N N N O N N N O

Dipropionato de Estradiol (E2dprop)

N
o

Valerato de Estradiol (E2val)

w

Decanoato de Nortestosterona (NTdec)

=

Fenilpropionato de Nortestosterona (NTfprop)

N

Fenilpropionato de Testosterona (Tfprop)
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino

Muestras positivas: “MRM channels” de analitos presentes
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Muestra B: EB Muestra C: NTFP Muestra C: BOLUND

Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022



R agencia
- 7 ¥ GOBIERNO MINISTERIO espanola de
- "Q DE ESPANA DE CONSUMO slequmdad
I alimentaria y
= nutricion

PT ésteres de hormonas en pelo de bovino: criterios de evaluacion

Para evaluar el resultado de los participantes, el EURL utilizé su sistema de
puntos para sustancias prohibidas:

Result Interpretation of result Points
|z-score| =2 gualitative detection performed, guantification outside tolerance limits 1.0
|z-score|=2 gualitative detection performed, guantification within tolerance limits 1.5
false posibive one to two false positive results -1.0
maore than two false positive results -2.0
false negative 0
plausible gqualitative result Q

El PT se considera aprobado si se obtiene el 65% de la puntuacion
maxima (4.5 en este caso, por lo que se consideraria satisfactorio con
2.5 puntos)
Dado que no pudo realizarse estadistica para BOLUND en el material C
(insuficiente n? de resultados), todas las detecciones y cuantificaciones del
mismo obtuvieron 1.5 puntos
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Moderador
Notas de la presentación
Nos estamos planteando adoptar este mismo sistema para evaluar los PT que organizamos nosotros
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino: resultados

Material A (blanco): no se reportaron FP.

Material B (15 pg/Kg EB): no se reportaron FP. 9/15 laboratorios
comunicaron resultado cuantitativo (todos satisfactorios), y dos mas lo

detectaron
estradiol benzoate in material B
4.0
30 | e e e e e e e e e e e e e e e e
2.0 4 2oy = 23 pg'kg
1.0 1
5 | . —— ™/ 1 X=16 pa/ka
) 0.0 - E . . - .
N -1.0
200 = 9.0 pa/kg
2.0
T e ettt e e
-4.0 - = n o ™ o ™ o e -
g g 2 8 g g g 2 2
£ £ £ E E E £ £ E
Lab code
Figure a Graphical representation of the zz-scores for estradiol benzoate in material B. The X + 20¢ lines

are calculated according to equation I in §4.4.
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino: resultados
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Material C (3 pg/kg NTFP y 3 ug/kg BOLUND): se reportd un FP (benzoato
de testosterona).

BOLUND: 5 laboratorios reportaron resultado cuantitativo y 2 mas lo

detectaron
NTFP: 8 laboratorios reportaron

resultado cuantitativo (uno

cuestionable y otro no satisfactorio) y 3 mas lo detectaron. Se asigno

un FN a un participante.

4.0

-2.0

4.0

-1.0 1 —

boldenone-undecylenate in material C

20

nortestosterona phenylpropicnate in material C

T

:

PTS898

g g &
g g £ 4

Lab code

PTES0S

3
g
£

Lzb code Figure ¢

Graphical representation of the z';-scores for nortestosterone phenylpropionate in material C.

The X % 2o lines are calculated according to equation II in §4.4.

Figure b Graphical representation of the z,-scores for boldenone-undecylenate in material C. No further

statistics possible.

205 = 4.6 ua/kg

X=3.2 pglkg

20p = 1.6 pafkg
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PT ésteres de hormonas en pelo de bovino: conclusiones
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- 82% de resultados satisfactorios para el EB
- 50% de resultados satisfactorios para NTFP

- Sélo el 25% de los participantes obtuvieron la puntuacion maxima

First assessment

Maximum score 4.5

Second assessment, based on individual scope

Lab code Score Passed at 2.5 points Individual max. score

PT8846 1.5 33% failed 1.5 0% failed
PTBE23 4.5 100% | DNpessea

PTE894 3 67 % passed

PTB8895 1.5 33% failed 1.5 100% passed
PTEE96 1.5 33% failed 3 50% failed
PTEE97 3 67 % passed

PTE898 1 22% failed 3.0 33% failed
FT8899 4.5 100% _

PTE900 3 67 % passed

PT8901 2.5 56% passed

PT8902 4] 0% failed 3.0 0 failed
PTBI03 4.5 100% [DNNpecse

PTE904 0 0% failed 4.5 0 failed
PT8905 4.5 100% _

PTE906 i 0% failed 4.5 0 failed

MNo compounds in scope of the participant of this PT.

Queda claro que el analisis de estas sustancias supone un reto

importante para los laboratorios, por lo que requiere atencion
Jornadas de Referencia CNA 15 de junio 2022
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Gracias a Beatriz Eglien y José Blanca por la realizacion de este ensayo

Gracias por su atencion
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